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摘要:采用蒸馏水抽提,有机溶剂沉淀大分子蛋白, Sephadex G- 25 分子筛柱层析等技术从文蛤肉分离纯化, 得到一种低
分子量的蛋白多肽,命名为 M er2.实验结果表明, M er2 对宫颈癌 H ela细胞有明显的抑制效应, M er2 对宫颈癌 H ela 细
胞生长的抑制作用呈量效与时效关系. 经40Lg/ mL M er2 处理, 体外培养宫颈癌 Hela细胞生长缓慢,细胞形态发生明显
改变,细胞生长抑制率达 78. 1% , 并出现明显的凋亡峰, 凋亡率为 25. 5% .
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  海洋覆盖着地球表面积的 71%, 是生命的发源
地.从海洋生物及其代谢产物中筛选和提取具有特异
化学结构的天然抗肿瘤活性物质成为海洋生物活性物
质开发的一个重要领域. 美国 N CI 每年所筛选的约
30 000个抗肿瘤化合物中,约 5%来自海洋生物,其中
发现有抗肿瘤活性的约 1% [ 1] . 文蛤( Meretr ix mer e-














20世纪 60年代, Schmeer 等从文蛤抽提物中初
步分离获得一种对黑色素瘤小鼠细胞有较强抑制作用
的物质,他们将这一活性物质称为/蛤素0,并指出该物
质可能是分子量小于 10 000 的多肽类物质 ) ) ) 糖肽








H ela 细胞有较强的抑制作用, 本文将深入研究探讨
Mer2对宫颈癌 H ela 细胞的抑制作用机理.
1  材料与方法
1. 1  材  料
文蛤于 7、8月份在厦门大学白城市场购得.宫颈
癌细胞株( H ela)购自上海细胞所细胞库, 由厦门大学
生命科学学院细胞生物学实验室培养传代, RPMI-
1640培养基为 Gibco 公司产品, 小牛血清为 H y clone
公司产品.
1. 2  M er2的分离提取
提取方法参照文献[ 9] , 经过蒸馏水抽提,有机溶
剂沉淀大分子蛋白, Sephadex G-25分子筛柱层析冷
冻干燥等步骤, 从文蛤肉中分离提取 M er 2, 并将其溶
解于 PBS 缓冲液中配制成浓度为 1. 0 m g/ m L 的母
液, 0. 22 Lm 滤膜过滤除菌,并以培养液配制成不同浓
度的作用液.
1. 3  细胞培养
复苏的宫颈癌 H ela细胞培养在 10%小牛血清和
适量青霉素、链霉素 RPM I-1640培养液中, 收集对数
生长期细胞以 1. 5 @ 104 个细胞的浓度接种于 100 mL
细胞培养瓶, 5% CO 2、37 e 条件下培养.
1. 4  M er2抑制宫颈癌 Hela 细胞的时间及浓
度效应的测定
  采用Methyl thiazoly ltet r azolium ( M TT 法 ) [ 10] ,
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取对数生长期的宫颈癌 H ela 细胞, 配制成 2. 0 @ 104
个/ m L 单细胞悬液, 接种于 96 孔细胞培养板, 每孔接
种细胞200 LL,培养约 24 h后,弃去培养液, 然后对照
组每孔加入200 LL 新鲜的完全培养液,实验组每孔分
别加入含不同浓度 M er2的培养液, M er2终浓度分别
为 5, 10, 20, 40 和 80 Lg/ mL, 每个浓度重复 3 次, 在
37 e , 5% CO 2 分别培养 24, 48 和 72 h 后, 弃去细胞
培养液,每孔加 180 LL 细胞培养液和 5 mg/ mL M TT
液 20 LL, 继续培养 4 h,弃细胞培养液,加 DM SO 200
LL/孔, 37 e 充分溶解后,用酶标仪( M 3550型)测量吸
光度,测量波长为 492 nm.按下式计算抑制率:
抑制率=
对照组 OD 值- 实验组 OD 值
对照组OD 值
@ 100%
1. 5 宫颈癌 Hela细胞形态的观察
同上法接种细胞于 100 mL 细胞培养皿中, 培养
24 h后, 用含 40 Lg / mL M er 2细胞培养液处理,继续
培养 48 h后光学显微镜下观察其形态并拍照.
1. 6  细胞周期的检测
同上法接种细胞于 100 m L 培养瓶中, 培养 24 h
后,分别用含 10, 20, 40 Lg/ mLMer2 培养液处理, 继
续培养 48 h后, 按常规消化制备单细胞悬液, 1 500 r/
min离心 5 m in收集细胞, PBS 洗 3 次后加入 70%乙
醇固定过夜, 加入 980 LL RnaseA ( 100 Lg/ mL)重悬
细胞, 37 e 温育 20 min, 之后加入 20 LL PI 染液 ( 5
mg/ mL) 4 e 染色 30 m in, 350目绢筛过滤除去成团细
胞,在 Co ulter EPICS XL 流式细胞仪上测定细胞周
期,根据所测得的 DNA 分布直方图用 Cell FIT 软件
进行细胞周期统计分析.
2  实验结果
2. 1  M er2抑制宫颈癌 H ela 细胞的时间及
浓度效应
  实验选用 5 个浓度梯度( 5, 10, 20, 40和 80 Lg/
mL)研究 Mer2抑制宫颈癌 H ela 细胞的时间及浓度
效应关系,结果(图 1)表明, Mer2对宫颈癌 H ela细胞
的抑制有明显的时效和量效关系, 即随着 M er 2作用
癌细胞时间和剂量的增加,其抑制率也在明显的增加.
2. 2  细胞形态的变化
倒置光学显微镜下观察到对照组细胞平铺贴壁生
长,细胞轮廓清晰, 细胞之间排列密集, 呈不规则多角
形,细胞间无接触抑制, 多见分裂相细胞;而经 40 Lg/
mL M er2处理48 h后的细胞数量明显减少, 形态轮廓
 图 1 M er 2 对宫颈癌 H ela细胞增殖的抑制效应
 F ig. 1 I nhibito ry effects o f the polypeptides from M. mer e-





触抑制现象(图 2) . 光镜结果说明, Mer2 能改变宫颈
癌 H ela细胞形态学特征,并有效抑制细胞的生长.
 图 2  M er2 对宫颈癌 H ela 细胞的形态的影响
A .对照; B.经 40 Lg/ mL M er 2 处理 48 h
 F ig. 2 T he influence of the po ly peptides fro m M. mer etrix
o n the mo rpho lo gy of H ela cells
2. 3  细胞周期的变化
利用流式细胞仪检测 M er2对宫颈癌 H ela 细胞
周期分布的影响, 检测结果见图 3. 与对照组相比, 经
Mer2处理 48 h后的宫颈癌 H ela 细胞,随着 Mer2浓
度增加,亚 G1 峰增高、增宽, 呈现出明显的凋亡峰,凋




3  讨  论
恶性肿瘤是一种发病率高、严重威胁人类健康的
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  图 3 M er 2 对宫颈癌 Hela 细胞周期分布的影响
a. 空白对照; b, c, d. M er2 浓度分别为 10, 20 和 40 Lg/ mL 处理 48 h















选择性杀伤肿瘤细胞功效的糖蛋白 M GP0501[ 11] . 台
湾学者以文蛤的肝脏为原料经有机溶剂提取,从乙酸
乙酯部分得 2个甾醇类化合物,具有能诱导 H L-60细
胞凋亡[ 12] .此外, 许多研究报道还指出,文蛤具有提高






细胞生物学效应的实验表明, Mer2对宫颈癌 H e-
la 细胞的生长具有明显的抑制作用, 延长其倍增时间.
并且随着 M er 2浓度的升高、作用时间的延长, 其抑制
作用也随之增强,呈现药效和时效关系.我们采用光学
显微镜和流式细胞技术等方法,初步研究了 M er2对
体外培养的宫颈癌 H ela 细胞的细胞形态及其细胞周
期的影响.结果发现,经 40 Lg / mL M er2作用 48 h后







胞增殖的抑制作用. 为 M er2抗肿瘤作用及其机理的
深入研究提供了重要依据,也为 M er2 的开发应用奠
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定了坚实基础.
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Effect of the Polypeptides fromMeretrix meretrix Linnaeus on
Proliferation of Cervical Cancer Hela Cells
ZH ANG Jian, KANG Jing-he, LIU Feng- jiao, FAN Cheng- cheng,
LI Hua- liang , CH EN Qing-xi*
( K ey L ab. of the M inistr y o f Educat ion for Cell Bio log y and T umor Cell Engineering , Schoo l of L ife Sciences,
Xiamen U niversit y, Xiamen 361005, China)
Abstract: An anticancer peptide was purified fr om Mercenar ia( Mer etr ix mer etr ix Linnaeus) by method of frag mentat ion w ith dis-
t illed w ater, or ganic precipitatio n and column chr omato gr am ( Sephadex G- 25) . T he anticancer peptide was obtained and named as
M er2. T he antitumor activity o f M er 2 w as preliminar ily determined wit h the M T T method in vitr o . M er 2 had stro ng inhibitor y effect
on g row th of H uman cer vial cancer cell strains Hela, in a dose- dependent manner . It was found that the H ela cells, after it was treated
by 40 Lg/ mL of M er2, g rew slo wer than that of the contro l, and t he shapes had been changed distinctly . T he inhibitor y rate of the cell
gr ow th w as deter mined to be 78. 1% . In the mean t ime, low cytometr y analy sis sho wed t hat the apoptosis rat e o f the cells was up to
25. 5% .
Key words: Meretrix mer etr ix peptide; cerv ial cancer H ela cell; antitumo r; M T T color imetr y; po pto tsis
